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Bacteria from the genus Wolbachia are endosymbiotic intracellular organisms, present 
in several animals, establishing parasitic relationships with arthropods and mutualistic 
associations with numerous filarial nematodes. As their vertical transmission is exclusively 
maternal, Wolbachia promotes reproductive changes on its hosts, increasing the fitness of the 
infected females and consequently their frequency of transmission. Therefore, Wolbachia 
severely contribute for evolutionary mechanisms, such as sexual selection and speciation.  
Additionally, Wolbachia’s and its hosts’ phylogeny are not concordant, suggesting the 
occurrence of vertical transmission events as well as sporadic phenomena of horizontal 
transmission as a possible scenario. However, the ecological mechanisms responsible for this 
transmission between the several hosts are still unknown. In this work, we looked at ingestion 
as a possible transmissible natural vector between different species of the genus Drosophila. 
For that, several experiments of cannibalism were conduced, between infected and non-
infected hosts, from different species and stages. In the respective analyses of the tested 
individuals’ progeny, we did not find any Wolbachia infections. 
As the experimental design above described would not be enough to explain the 
process behind the transmission (only confirming the ecological mechanism), we have also 
performed a complementary approach in parallel, where a “step by step” perspective of the 
supposed horizontal transmission by ingestion was put into priority. As so, a new technique of 
in vivo and ex vivo microscopy imaging was developed, allowing for a follow-up of bacteria 
viability and its interaction dynamics with the host. 
It was recently shown that, once inside the new host’s hemolyph, Wolbachia can 
establish itself in the ovaries and pass to the next generation. As so, we investigated Malpighi 
tubes as a hypothetical region of connection between ingestion and ovaries access. Wolbachia 
was found inside the tubule cells of the individuals that had ingested the bacteria. This fact 
leads us to the possibility of the bacteria as having passed by exocytosis to the hemolymph. 
However, Wolbachia would only be viable if it survived the several mechanisms of host 
defence. We then performed in vitro immunity assays and verified that Wolbachia is indeed 
phagocitized and killed by hemocytes, a relevant result for the study of this bacteria escape 
strategy to the host’s immune response. 
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As bactérias do género Wolbachia são endossimbiontes intracelulares de muitas 
espécies de animais, estabelecendo relações de parasitismo com artrópodes e de mutualismo 
com vários nemátodes filariais. Como a sua transmissão é exclusivamente materna, 
Wolbachia promove modificações reprodutivas nos seus hospedeiros, aumentando a fitness 
das fêmeas infectadas e, por consequência, a sua frequência de transmissão. Assim Wolbachia 
pode contribuir de forma severa para processos evolutivos de selecção sexual e especiação. 
Adicionalmente, a filogenia de Wolbachia não é concordante com a dos seus 
hospedeiros, o que indicia fenómenos esporádicos de transmissão horizontal deste 
endossimbionte. Porém os mecanismos ecológicos responsáveis por esta passagem entre os 
diversos hospedeiros são ainda uma incógnita. Aqui olhámos para a ingestão como um 
possível vector natural de transmissão em diferentes espécies do Género Drosophila. Para 
isso, foram realizadas diversas experiências de canibalismo entre hospedeiros infectados e não 
infectados, de diferentes estádios e espécies. Nas respectivas análises da progenia dos 
indivíduos testados não foram encontradas quaisquer infecções por Wolbachia.  
 Como o delineamento acima descrito não seria suficiente para explicar qual o processo 
fisiológico por detrás da transmissão (apenas confirmaria o mecanismo ecológico), 
paralelamente foi realizada uma abordagem complementar, onde foi priorizada uma 
perspectiva “passo a passo” da eventual transmissão horizontal por ingestão. Para tal foi 
desenvolvida uma nova técnica de imagiologia in vivo e ex vivo, possibilitando assim seguir a 
viabilidade da bactéria e sua dinâmica de interacção com o hospedeiro.  
Recentemente foi mostrado que uma vez na hemolinfa do novo hospedeiro, Wolbachia 
consegue se estabelecer nos ovários e passar para a próxima geração. Assim, investigámos os 
túbulos de Malpighi como hipotética zona de ligação entre a ingestão e o acesso aos ovários. 
Foi encontrada Wolbachia dentro das células dos túbulos de indivíduos que ingeriram a 
bactéria. Este facto nos remete para a possibilidade da posterior passagem da bactéria para a 
hemolinfa por exocitose. Porém, Wolbachia só será viável se conseguir sobreviver aos 
inúmeros mecanismos de defesa do organismo. Realizámos então ensaios de imunidade in 
vitro e verificámos que Wolbachia é fagocitada e morta pelos hemócitos, um relevante dado 
para o estudo da estratégia de fuga desta bactéria a resposta imune do novo hospedeiro. 
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Simbiose é a terminologia genérica para classificar as interacções biológicas estáveis 
entre organismos de espécies diferentes, conferindo vantagem ou desvantagem a pelo menos 
um dos interactuantes
1
 (Figura 1.1). Diversas relações simbióticas estão presentes no nosso 
planeta, onde esta dinâmica de interacções contribuem intensamente na evolução das espécies 
e na sua ecologia
2-3
. Tanto intra como inter Reinos, relações permanentes ou esporádicas entre 
organismos de espécies distintas podem ser encontradas em inúmeros habitats e ambientes, 
estando a co-evolução entre espécies intimamente ligada a taxa de evolução e fenómenos de 
especiação
4
. Muitas destas relações baseiam-se numa interacção de contacto entre os 
Figura 1.1. – Representação das relações simbióticas na natureza. Quando dois organismos de 
espécies diferentes se relacionam de forma estável na natureza estamos perante uma relação simbiótica. Estas 
podem apresentar várias combinações de outputs entre os interactuantes, com ou sem interacções físicas 
permanentes. Tanto a ectossimbiose como a endossimbiose extracelular são mantidas indirectamente, ou seja, 
por transmissão horizontal intraespecífica, onde a simbiose é realizada de novo nas gerações vindouras 
através de íntimos contactos ecológicos. Na endossimbiose intracelular temos uma transmissão vertical, 
materna e/ou paterna, dos endossimbiontes obrigatórios, parceiros sine qua non para o desenvolvimento e 
reprodução dos hospedeiros. Aqui, os parceiros apresentam uma estreita co-evolução, sendo a diversificação 
dos endossimbiontes concordantes com a diversificação das linhagens hospedeiras. Já os endossimbiontes 
facultativos, ou seja, não essenciais para os hospedeiros, apesar de serem também transmitidos por 
transmissão vertical apresentam raras transmissões horizontais dentro e entre espécies hospedeiras.  
10 
 
organismos, sendo um dos parceiros endossimbionte ou ectossimbionte
2
. Ao contrário dos 
ectossimbiontes que se estabelecem na superfície do corpo do seu hospedeiro, os 
endossimbiontes se alojam no interior de tecidos ou órgãos dos hospedeiros, intra ou 
extracelularmente
2
. Essas associações perduram através das gerações através da transmissão 
vertical (materna e/ou paterna), ou seja, directamente
4
 (por exemplo endobactérias
5
 em 
fungos, ou diversos endossimbiontes em invertebrados
6
); ou uma transmissão horizontal, 
indirecta, onde as associações são realizadas de novo
4
 (como a nodulação radicular
7
 ou a 
micorrização
8
). A endossimbiose pode ainda ser obrigatória ou facultativa (para um, para 
ambos ou para nenhum), de acordo com  a necessidade da presença do endossimbionte para o 
organismo completar o seu ciclo de vida
4
. 
1.1.1. ENDOSSIMBIOSE BACTERINA 
Cada vez mais as descobertas científicas têm confirmado a simbiose como um motor 
evolutivo tremendamente eficaz. Num planeta onde a vida abunda e diversas populações de 
variadas espécies coabitam nos mesmos habitats, é inevitável que relações ecológicas 
próximas se estabeleçam e alterem as pressões selectivas que estes organismos sofriam até 
então. Em especial, as bactérias endossimbiontes intracelulares têm vindo a ser descobertas e 
estudadas. Estas relações endossimbióticas podem ser encontradas em todos os Reinos do 
Domínio Eucarya, com maior ou menor frequência, sendo provável que muitas ainda estejam 
por descobrir, assim como todo o potencial de modificações fenotípicas que podem causar. 
Adicionalmente, por poderem apresentar relações promíscuas com diversos hospedeiros intra 
e interespecíficos, estas bactérias apresentam um enorme potencial de bifurcação dos 
caminhos evolutivos das populações que as albergam. 
1.1.1.1. MECANISMOS DE PERPETUAÇÃO  
Muitas são as bactérias que completam o seu ciclo de vida dentro de células 
eucarióticas, sendo este grupo totalmente polifilético e com uma enorme gama de 
consequências para os seus hospedeiros
9
. Como já referido, algumas são transmitidas 
verticalmente, pelos progenitores, e outras horizontalmente, através de reassociações 
frequentes ou raras. Porém, estes dois tipos de transmissões estão ligadas ao longo da 
evolução, pois em muitos casos não há concordância entre a filogenia das bactérias e a dos 
seus hospedeiros, indicando histórias evolutivas cruzadas
10-11
. Por um lado, o modo de 
transmissão vertical tem consequências evolutivas muito importantes pois, como prediz a 





. Da mesma maneira, simbiontes patogénicos ou mutualistas podem ser 
transmitidos horizontalmente, porém apenas os mutualistas ou menos virulentos serão 
seleccionados para a transmissão vertical
13
.  
Tendo em conta o historial de relações entre estes dois tipos de transmissões, em um 
meio onde habitam vários organismos infectados e não infectados com bactérias herdáveis, há 
sempre a possibilidade de íntimos contactos ecológicos que promovam a transmissão 
horizontal dos endossimbiontes
14-15
. Todavia, actualmente estes mecanismos de transmissão 
não são ainda bem conhecidos, sendo os vectores parasitas e parasitóides duas fortes 
possibilidades de transmissão. Pelo lado da bactéria, outro interessante ponto se levanta, pois 
após o bottleneck da transmissão horizontal para outra espécie, ocorre outra redução no 
tamanho populacional da bactéria aquando da transmissão vertical (pois só serão transmitidas 
à progenia aquelas que se encontram presentes no estádio unicelular)
16
. Estes bottlenecks têm 
também importantes consequências na ecologia da bactéria simbionte
16
.    
Estas endobactérias que mudaram de organismo e de espécie, sofrendo uma forte selecção 
para permanência no hospedeiro
14
, podem ser agora transmitidas verticalmente. E caso 
tenham trazido da espécie anterior um mecanismo de manipulação reprodutiva (ainda 




1.1.1.2.  ENDOSSIMBIONTES EM INSECTOS 
Os insectos constituem o grupo de animais mais diversificado do nosso planeta e, 
provavelmente, aquele com mais endossimbiontes
6
. Podemos encontrar bactérias 
intracelulares herdáveis em várias linhagens de insectos. Algumas se apresentam como 
obrigatórias para o hospedeiro, resultado de uma estreita co-evolução com a linhagem 
hospedeira e, consecutivamente, uma diversificação correspondente
17
. Normalmente estes 
endossimbiontes, também denominados primários, alojam-se dentro de órgãos especiais 
(designado bacterioma) e produzem nutrientes indispensáveis para o hospedeiro
18
. Ao longo 
da co-evolução estas bactérias reduzem ao máximo o seu tamanho e o seu genoma, não sendo 
registado transmissão horizontal destes simbiontes para outros hospedeiros, pois dependem 
inteiramente do mecanismo hospedeiro para a sua transmissão (por exemplo Buchnera 
aphidicola, Nardonella sp, Wigglesworthia sp, entre outras) (para revisão
6
).  
Por outro lado, temos as endobactérias facultativas (ou secundárias). Estas bactérias 
encontram-se presentes em várias células de diversos tecidos hospedeiros, podendo infectar 
organismos que já possuam endobactérias obrigatórias
6
. Estas bactérias para além de serem 
transmitidas verticalmente, são transmitidas horizontalmente dentro e entre espécies 
hospedeiras, mostrando uma curta história evolutiva com a corrente linhagem de 
hospedeiros
6
. Algumas destas espécies aumentam a fitness dos hospedeiros aumentando a 
protecção contra stresses ou inimigos naturais (Regiella insecticola). Outras manipulam 
directamente a reprodução aumentando a descendência da linhagem de hospedeiros 
(Wolbachia, Spiroplasma, Sodalis, Cardinium) (para revisão
6
). Porém estas duas categorias 
de bactérias facultativas não são exclusivas, onde algumas espécies de endossimbiontes 
alteram o fenótipo e podem causar especiação por manipulações reprodutivas
19
. Aqui nós 
olhamos para o endossimbionte Wolbalchia tentando entender quais as características da sua 
dinâmica de interacção com os seus hospedeiros, nomeadamente D. melanogaster, que 
permitem a sua transmissão horizontal para outros organismos. 
Figura 1.2. – Transmissão horizontal esporádica de bactérias endossimbiontes facultativas. 
Ao longo das gerações podemos encontrar indivíduos infectados e não infectados na população da espécie 
“X” que herdaram as bactérias endossimbiontes (BE) - espécie “Y” - por transmissão vertical (materna e/ou 
paterna). Num determinado momento, por alguma interacção ecológica de íntimo cantacto interespecífico, há 
a passagem das BE para um novo organismo de uma nova espécie. Esta transmissão pode ser dada, 
teoricamente, em qualquer momento da ontogenia do organismo da espécie “Z” (no entanto só poderá 
transmitir verticalmente caso aconteça antes do fim da idade de reprodução). Há então uma combinação entre 
variabilidade do hospedeiro e variabilidade da população bacteriana transmitida. O novo hospedeiro estará 
sujeito a uma nova pressão selectiva e propagará a bactéria (por transmissão vertical) de acordo com a sua 
nova fitness. A bactéria, caso traga um mecanismo viável de manipulação da transmissão sexuada (que pode 
ter sido gerado ao longo da co-evolução com outro hospedeiro mas que utiliza um mecanismo conservado) 
pode induzir modificações reprodutivas no seu novo hospedeiro, levando a uma rápida especiação.  
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1.2. DROSOPHILA COMO ORGANISMO MODELO 
Drosophila é um género pertencente a família Drosophilidae composto por pequenas 
moscas que são designadas de forma genérica de “fruit flies” (ou mosca do vinagre). Este 
género integra mais de 1500 espécies, apresentando grandes diferenças de aparência, 
comportamento e habitat de reprodução. Em particular, uma espécie de Drosophila, D. 
melanogaster, tem sido usada de forma massiva em investigação no campo da genética e é um 
organismo modelo muito recorrente na Biologia do desenvolvimento. Consecutivamente, 
aproveitando os conhecimentos e ferramentas gerados ao longo de décadas, estudos de 
fisiologia, evolução e imunidade têm se baseado também em Drosophila melanogaster. 
 Drosophila tem sido alvo de estudos científicos desde o início do século XX, onde ao 
longo das décadas diversos marcadores genéticos foram descritos. Este facto, associado ao 
total acesso ao seu genoma sequenciado e ao desenvolvimento de inúmeras ferramentas 
transgénicas de fácil utilização, fazem de Drosophila um poderoso sistema modelo para 
estudos integrativos
20
. Adicionalmente, Drosophila tem um tempo de geração curto e é fácil e 
pouco dispendioso manter efectivos populacionais numerosos, sem comprometer a 
capacidade genética da população. Assim, inúmeras razões fazem de Drosophila um 
organismo modelo com particular significado biológico
20
. 
 As ferramentas genéticas em Drosophila evoluíram ainda mais com o 
desenvolvimento do sistema GAL4/UAS (upstream activation sequence)
21
. Este sistema é 
composto por um gene repórter (o factor de transcrição GAL4) que, em condições normais, é 
completamente inerte no genoma de Drosophila. Todavia este é capaz de  promover a 
transcrição dos transgenes sob o controlo do promotor UAS. Portanto, através da clonagem de 
um gene de interesse a jusante do promotor UAS, a sua  expressão pode ser activada em 
células onde está presente o factor de transcrição GAL4. Usando esta construção, foi possível 
desenvolver linhas de moscas GAL4 para transcrição em qualquer tecido ou células de 
interesse e, como resultado, uma surpreendente variedade de linhas GAL4 estão agora 
disponíveis para uso. As vantagens deste sistema são extensas, confirmando o estatuto de 
Drosophila como um organismo modelo muito poderoso. 
 Embora durante anos Drosophila não tenha sido um organismo para estudos de 
interacção ecológica, a utilização das ferramentas geradas associado aos diversos 
interactuantes naturais desta espécie, fazem desta um excelente hospedeiro para relações 
endossimbióticas, confirmando Drosophila como um modelo muito útil também para estudos 
ecológicos. Aqui utilizámos diferentes espécies do subgrupo melanogaster, principalmente 
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D.melanogaster, como hospedeiro modelo para tentar perceber como se processa a 
transmissão horizontal da bactéria Wolbachia intra e interespécies. 
 
1.3. WOLBACHIA PIPIENTIS 
As α-proteobactérias do Género Wolbachia são Gram-negativas e habitam 
intracelularmente numa grande variedade de animais, nomeadamente em artrópodes e 
nemátodes
22
. Esta bactéria partilha com as demais espécies da Ordem Rickettsiales a 
característica da endossimbiose celular, normalmente parasítica ou patogénica, causadora de 
variadas doenças nos seus hospedeiros
22
; foi descrita pela primeira vez nos tecidos 
reprodutores do mosquito Culex pipiens, nomenclatura que originou o epíteto específico da 
bactéria (pipientis)
23
. Apesar de, formalmente, o Género Wolbachia possuir apenas uma 
espécie, Wolbachia pipientis, esta é subdividida em vários clades, sendo a divergência entre 
as linhagens parasitas, dos artrópodes, e as mutualistas, encontradas nos nemátodes filariais, 
semelhante à observada entre espécies de outros Géneros de bactérias
24
.  
Sendo considerada uma “Rickettsia-like”, Wolbachia está relacionada com as bactérias 
endossimbiontes que deram origem às mitocôndrias. Várias características as aproximam, 
nomeadamente a transmissão exclusivamente materna
22
, a localização em várias células de 
diversos tecidos hospedeiros, estarem rodeados por membranas lipídicas
25
 e terem fortes 
influências metabólicas, mas também a utilização de componentes do citoesqueleto celular 
para migração para zonas preferenciais no citoplasma
26
 e a transferência dos seus genes para o 
genoma nuclear do hospedeiro
27
. Estas semelhanças remetem para uma possível visualização, 
em tempo real, do processo simbiótico da formação de organelos, principalmente evidenciada 
pela coevolução mutualista existente entre os nemátodes filariais e respectivos clades de 
Wolbachia.  
A endossimbiose obrigatória confere uma dependência total do hospedeiro por parte 
da bactéria e, apesar dos nemátodes filariais sobreviverem sem Wolbachia, há um decréscimo 
substancial da sua fitness se a eliminarmos do seu organismo, afectando a viabilidade da 
embriogénese, a fertilidade das fêmeas e a sobrevivência dos adultos
28
. Assim, vários estudos 
têm sido realizados na tentativa da utilização desta bactéria como intermediária no tratamento 
de graves doenças que afectam os humanos e os seus animais domésticos
29
. Casos clássicos 
são a elefantíase, a cegueira do rio e a dirofilariose, patologias transmitidas por nemátodes 





então, um importante campo de estudo e de tratamento destas doenças através da utilização de 
antibióticos e da consecutiva eliminação da bactéria
29
.  
Pelo lado dos artrópodes, novos estudos têm mostrado que a relação da bactéria 
endossimbionte Wolbachia com estes seus hospedeiros não é tão taxativa como se poderia 
prever. Esta sempre foi classificada como parasita nestes hospedeiros porém os testes de 
fitness entre populações com e sem o endossimbionte sempre foram realizados em condições 
laboratoriais, ou seja, com pressões selectivas muito diferentes daquelas que comandaram a 
co-evolução. Esta visão menos taxativa tem também despontado para outras interacções 
endossimbióticas
31
 . Assim, vários estudos têm vindo a provar que, em certos desafios do seu 
habitat natural, Wolbachia pode conferir grandes vantagens aos seus hospedeiros, como 
protecção contra vírus
32
 ou a melhor capacidade de absorção de nutrientes
33
.  
 1.3.1 TRANSMISSÃO VERTICAL 
Apesar de várias linhagens de artrópodes albergarem estirpes de Wolbachia, (como 
himenópteros, crustáceos e aracnídeos), as relações mais estudadas são com hospedeiros da 
Ordem Diptera, mais propriamente dos Géneros Drosophila e Culex. 
As bactérias pertencentes aos clades parasitas de artrópodes são normalmente 
transmitidas verticalmente, de mães para filhas (não sobrevivendo à espermatogénese devido 
à quantidade diminuta de citoplasma do espermatozóide
34
), promovendo diversas 
manipulações reprodutoras. Estas manipulações aumentam a fitness das fêmeas infectadas e, 
consequentemente, a sua própria fitness, como consequência de um aumento da sua 
transmissão
22
. Entre as alterações na reprodução dos hospedeiros incluem-se a indução de 
incompatibilidade citoplasmática entre indivíduos que não possuem o mesmo estado de 
infecção (incompatibilidade oócito-espermatozóide), a indução de partenogénese em fêmeas 
haplóides e feminização ou morte de machos infectados (para revisão
35
). Wolbachia pode 
assim contribuir de forma drástica para processos evolutivos como os de selecção sexual e 
especiação
36
 e, ainda, influenciar abruptamente os mecanismos de determinação sexual
37
. 
Como a relação destas bactérias com os artrópodes é normalmente parasítica, há reversão das 
manipulações quando tratados com antibióticos, sem efeitos nocivos para os hospedeiros
37
. 
Embora seja encontrada no tecido somático dos seus hospedeiros, Wolbachia localiza-
se maioritariamente nos tecidos reprodutores
38
. Em Drosophila melanogaster, estas bactérias 
estão inicialmente distribuídas uniformemente, em todas as partes da linha germinal feminina. 
Porém, durante os estádios intermédios da oogénese, esta exibe uma localização posterior, 





1.3). Nesta fase, é visível uma concentração bacteriana distinta entre o córtex anterior e o 
núcleo do oócito, onde muitas bactérias aparecem em contacto com o envelope nuclear. É 
também nestes estágios que ocorre um período de replicação no ciclo de vida da Wolbachia
26
. 
Ferree e colaboradores demonstraram que os filamentos de microtúbulos, bem como certos 
motores moleculares (como a dineína e a dinactina) são requisitados para a localização 
subcelular das bactérias, sugerindo que Wolbachia utiliza o citoesqueleto e o sistema de 
transporte intracelular do hospedeiro para migrar e assegurar a sua transmissão para a próxima 
geração
26
 (Figura 1.3). Esta dependência dos microtúbulos é, também, latente na 
embriogénese, onde Wolbachia é transportada dentro do ovo através de motores moleculares, 
nomeadamente cinesina-1
39
. Assim, a bactéria migra para o polo posterior dos ovos em 
maturação, assegurando a sua integração nas células reprodutoras (células polares) que aí se 
formarão durante a embriogénese
39
. 
No momento de replicação da célula hospedeira, dá-se a desintegração do invólucro 
nuclear e um consequente livre contacto entre Wolbachia e os cromossomas metafásicos 
(ambos ligados aos microtúbulos) potenciando assim o frequente fenómeno de transferência 
horizontal de genes de Wolbachia para o hospedeiro
27
. Este fenómeno é relativamente comum 
em bactérias intracelulares com um estilo de vida maioritariamente obrigatório. Várias 
espécies foram já descritas como possuidoras de porções génicas de Wolbachia no seu 
genoma, sendo Drosophila ananasae um exemplo de um caso extremo, pois esta apresenta 
Figura 1.3 – Dinâmica e localização de Wolbachia na oogénese de Drosophila melanogaster. 
Representação esquemática de um ovaríolo e diferentes fases da oogénese. O polo posterior se encontra 
representado sempre à direita, sendo a célula na sua extremidade aquela que dará origem ao embrião (e as 
demais células nutritivas). A azul escuro vemos o tecido germinal e a castanho o tecido somático. Wolbachia 
está presente nas células germinais estaminais. Ao longo da oogénese é transportada dentro do oócito  por 
motores moleculares associados ao microtúbulos, sempre em direcção à polaridade positiva. Assim, na 
oogénese precoce (estádio 2-6) Wolbachia se localiza na parte anterior do oócito. No estádio 6 o oócito sofre 
uma inversão de polaridade culminando na completa reorganização da rede de microtúbulos no estadio 7. 
Assim, nos estádios de 7 a 9 Wolbachia apresenta uma localização aparentemente homogénea e dispersa. 
Porém, na oogénese tardia, Wolbachia concentra-se na córtex posterior do oócito, localização está que 
garante a presença da bactéria nas células polares aquando da sua formação, na embriogénese precoce. Figura 
adaptada da ref. 26.  
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uma cópia completa do genoma de Wolbachia no seu material genético
27
. 
 Outros fenómenos de interacção têm ainda sido descritos e estudados, tentando 
explicar os mecanismos que regem a dinâmica de infecção e transmissão de Wolbachia de 
uma forma mais completa. Alguns estudos recentes têm tentado estabelecer uma relação 
válida entre a passagem para a simbiose parasítica (característica derivada dos clades dos 
artrópodes, visto o ancestral-comum ser mutualista) e a aquisição da relação com um 
bacteriófago temperado denominado WO-B
40
. Assim, um modelo explicativo foi proposto, 
baseando-se na densidade de bacteriófagos que condicionariam a densidade de Wolbachia, 
tendo como consequência directa o grau de gravidade da incompatibilidade citoplasmática 
imposta aos hospedeiros
40
. Outra explicação para a  organização da infecção e do controlo 




Apesar de a sua localização já ter sido descrita nos tecidos reprodutores e no próprio 
embrião, são ainda amplamente desconhecidas as linhagens celulares somáticas que são 
infectadas por Wolbachia em cada fase do ciclo de vida do hospedeiro. É também uma 
incógnita qual a localização das bactérias no momento da metamorfose e se deste fenómeno 
resulta um bottleneck bacteriano. 
Assim, Wolbachia pipientis é um excelente organismo modelo para estudos de 
evolução pois, como já referido, está intimamente relacionada com diversos fenómenos 
biológicos e localizada numa rede de relações simbióticas e de interacções inter-espécies e 
inter-reinos. As suas implicações na determinação sexual, especiação, coevolução 
endossimbiótica, relação imunológica e estabilidade genómica abrem novas e relevantes 
perguntas sobre áreas basilares da Biologia.  
1.3.2 TRANSMISSÃO HORIZONTAL 
Como já referido, Wolbachia infecta grande parte das espécies de artrópodes, sendo os 
insectos os mais recorrentes, onde 20 a 80% das espécies desta Classe são parasitadas pela 
bactéria
22
. Esta presença tão dispersa é atribuída a inúmeros casos de transmissão horizontal 
da bactéria ao longo do tempo
15
. Como os insectos correspondem a 85% dos animais 
existentes, Wolbachia transforma-se assim num dos endossimbiontes mais recorrentes no 
nosso planeta. As diversas manipulações reprodutoras conduzidas por Wolbachia, associadas 
à fenómenos de transmissão horizontal, são fortes candidatos para contribuir para a 
biodiversidade dos insectos, uma vez que podem levar sistematicamente, em linhagens 





Estes fenómenos de transmissão horizontal do endossimbionte Wolbachia parecem ser 
frequentes ao longo da coevolução com seus hospedeiros, pois podem ser encontradas estirpes 
da bactéria, filogeneticamente próximas, em hospedeiros muito afastados. Assim, ao contrário 
das mitocôndrias ou das bactérias endossimbiontes obrigatórias para o hospedeiro, a filogenia 
molecular de Wolbachia não é concordante com a dos seus hospedeiros
42
. Foi então sugerido 
que himenópteros parasitóides de outras espécies sejam um veículo viável de infecção por 
transmissão horizontal de Wolbachia
43
; no entanto, este mecanismo não seria suficiente para 
explicar a dispersão de estirpes próximas de Wolbachia em organismos filogeneticamente tão 
afastados. Isto porque ao se confirmar este mecanismo de transmissão, este estará restrito a 
apenas algumas espécies. Assim, os possíveis mecanismos ecológicos responsáveis pela 
mudança de hospedeiro, por parte das bactérias, são ainda uma incógnita, sendo esta resposta 
essencial para a compreensão da capacidade de infecção e dispersão de Wolbachia.  
Alguns estudos já tinham demonstrado que é possível estabelecer uma infecção com 
Wolbachia num novo hospedeiro de Drosophila através da microinjecção da hemolinfa com 
bactéria em embriões
44
. Porém, a investigação dos mecanismos de transmissão horizontal 
ganhou um novo fôlego quando, em 2006, Frydman e colaboradores demonstraram que uma 
vez microinjectada hemolinfa de uma mosca infectada em moscas adultas sem bactérias, estas 
eram transmitidas verticalmente pelos novos hospedeiros
45
 (Figura 1.4). Os autores 
apresentaram então um modelo de tropismo de Wolbachia em direcção aos ovaríolos de D. 
melanogaster, culminando numa infecção estável para a descendência hospedeira
45
. Para tal 
Wolbachia tem que atravessar a camada peritonial do ovário e também o epitélio muscular 
que cobre os ovaríolos. Adicionalmente, e ainda neste mesmo trabalho, ao monitorizarem o 
método de transferência artificial por microinjecção, Frydman e colaboradores verificaram 
que as bactérias apresentam uma entrada polarizada numa zona específica dos ovaríolos, 
infectando preferencialmente o nicho de células estaminais somáticas
45
. Posteriormente, ao 
longo da oogénese, Wolbachia estabelece a colonização dos oócitos aí gerados (Figura 1.3) 
perpetuando-se, assim, nos futuros embriões. São necessário 15 dias para a Wolbachia 
apareça na descendência da fêmea hospedeira, sendo este o tempo que a bactéria demora a se 
estabelecer no ovário e progredir na linha germinal ao longo da oogénese
45
. 
Com estas observações, para além do contributo para a compreensão do ciclo de vida 
da bactéria, foi também aberta uma importante porta para a investigação do mecanismo que 
possibilita a viabilidade da transmissão horizontal de Wolbachia para outros hospedeiros. No 
entanto, levanta-se a questão de quais as fases de ciclo de vida do hospedeiro com capacidade 
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para acolher uma transmissão horizontal, sendo fundamental conciliar a procura dos 
mecanismos ecológicos com as várias fases do desenvolvimento do hospedeiro. 
Outro factor que trouxe novas possibilidades para a explicação desta transmissão 
horizontal endossimbiótica foi a observação da viabilidade da bactéria, fora da sua célula 
hospedeira durante alguns dias, possibilitando uma possível passagem entre células 
diferentes
46
. Assim, torna-se fundamental perceber se a transmissão horizontal da bactéria 
ocorre neste possível período de vida livre ou por células hospedeiras da bactéria que mudam 
de organismo hospedeiro.  
Torna-se, então, premente investigar os mecanismos ecológicos causadores das 
transmissões horizontais de Wolbachia, assim como a frequência com que podem ocorrer na 
natureza. Será indispensável conciliar estes dados com o estudo da base genética para que este 
fenómeno se revele um importante avanço para a compreensão desta coevolução simbiótica e 

















Figura 1.4 – Transmissão de 
Wolbachia por transferência de 
hemolinfa. (A) Frydman e 
colaboradores demonstraram que após 
a microinjecção de hemolinfa 
infectada em fêmeas sem a bactéria, 
Wolbachia consegue se estabelecer 
nos tecidos germinais da nova mosca 
hospedeira, sendo assim transmitida 
para as próximas gerações. 15 dias 
após a transferência de hemolinfa, 
vários embriões já apresentam a 
bactéria no seu interior. (B) 
Representação ampliada da zona de 
contacto do ovário com a hemolinfa. 
Para se estabelecer, Wolbachia 
atravessa a camada peritonial do 
ovário e também o epitélio muscular 
que envolve todo o ovaríolo. 
Wolbachia coloniza então o pool de 
células estaminais germinais que se 
encontram na extreminade do 
ovaríolo. A partir deste momento, 
Wolbachia utiliza o mesmo 
procedimento mecanistico para a  
movimentação e a localização durante 
a oogénese (Figura 1.3). No entanto, 
muitas questões estão por responder, 
todas elas ligadas ao mecanismo 
ecológico que permite a entrada de 
Wolbachia no novo hospedeiro (na 
natureza), assim como a sua posterior 





O sistema digestivo é uma importante interface entre o hospedeiro e o meio ambiente, 
sendo uma recorrente porta de entrada para agentes patogénicos. O sistema digestivo dos 
insectos é um tubo contínuo da boca até ao ânus. O canal alimentar é dividido em 3 regiões: a 
proximal, a média e a distal. A proximal e a distal são de origem ectodérmica, sendo por isso 
revestidos de cutícula, que é contínua a partir do exterior do corpo. O intestino médio é de 
origem endodérmica e não é forrado por cutícula; ele compreende uma camada epidérmica 
que é revestida por uma membrana peritrófica na superfície do lúmen (Figura 1.5). A 
membrana peritrófica forma uma barreira entre a camada epitelial e o lúmen do intestino, que 
contém o bolo alimentar. Os microrganismos ingeridos são transferidos passivamente junto 
com a comida através da boca para a parte posterior da parte proximal, e depois transportados 
por peristaltismo até o intestino médio (para revisão
14
).  
Poucas são as bactérias que conseguem persistir em grande número no tracto digestivo 
dos insectos. É assumido na generalidade que a maioria das bactérias ingeridas são eliminadas 
pelo sistema imunitário, por 
peristaltismo ou por outros 
mecanismos desconhecidos. No 
entanto, algumas bactérias 
asseguram a sua sobrevivência e 
através da passagem do tracto 
digestivo do seus hospedeiros para 
outro órgão,  como as glândulas 
salivares ou a cavidade das patas
47
. 
Porém, no nosso ponto de vista, os 
túbulos de Malpighi também são 
fortes candidatos a uma zona de 
fuga e proliferação bacteriana, não 
só pela sua ligação directa ao 
sistema digestivo mas também por 
outras inúmeras características 
singulares. Este fenómeno poderia 
servir de passo intermédio para a 
posterior colonização os ovários. 
Figura 1.5. – Principais caminhos de infecção 
bacteriana em insectos. As diferentes barreiras físicas que 
conferem protecção contra infecção são mostradas no insecto 
modelo. (A) Ingestão – As diferentes partes do tubo digestivo 
dos insectos são mostradas assim como os túbulos de malpighi 
e os ovários. A parte proximal e distal do intestino são 
revestidas por cutícula, enquanto o epitélio do intestino médio 
é protegido das bactérias ingeridas pela membrana peritrófica. 
(B) Ferimento – a entrada directa de bactérias para a cavidade 
celómica do insecto (e consecutivamente para hemolinfa) pode 
ocorrer após lesão da cutícula. (C) Vectores parasitas – alguns 
parasitas que se alimentam da hemolinfa dos insectos (como 
por exemplo ácaros) podem ser um meio de passagem de 
bactérias entre hospedeiros. (D) Entrada assistida – Algumas 
bactérias podem ser conduzidas para dentro do corpo do 




1.4. O TÚBULO DE MALPIGHI EM DROSOPHILA 
Os túbulos de Malpighi têm sido intensamente estudados ao longo dos anos, não só pela 
sua morfologia mas também pelas funções que desempenham na fisiologia do organismo. 
Este tecido se tornou num modelo para estudos epiteliais em animais, não só para crescimento 
e posição celular, mas também para sinalização, transporte e resposta imunitária.  
1.4.1. MORFOLOGIA E FISIOLOGIA 
O túbulo de Malpighi dos insectos é estrutura simples, composta por 
aproximadamente 150 células epiteliais que se organizam numa estrutura tubular (Figura 
1.6a). Cada túbulo apresenta uma extremidade directamente ligada ao sistema digestivo, 
enquanto a outra extremidade é fechada e está em contacto com a hemolinfa. Cada mosca 
apresenta dois pares de túbulos (no entanto há uma grande variação do número de túbulos em 
outros insectos, normalmente em múltiplos de 2, podendo chegar a centenas). Estes dois pares 
contribuem igualmente para a função deste tecido, sendo um de localização anterior e outro 
posterior, apesar de estarem ligados a mesma zona do intestino (entre a  intercessão do 
intestino médio com o intestino distal). Os túbulos são formados na embriogénese e 
permanecem ao longo de todo o ciclo de vida de Drosophila, ao contrário da maioria dos 
tecidos, que é destruída ou substituída ao longo da metamorfose (Figura 1.6b).  
Vários estudos têm demonstrado que os túbulos de Malpighi são responsáveis por 
muitos processos dentro da mosca, incluindo o transporte de fluidos, a osmorregulação, a 
desintoxicação e também a homeostasia iónica
48
. Estas actividades fisiológicas estão 
directamente ligadas com a constante actividade de endocitose e exocitose das células do 
túbulo (Figura 1.6e), que podem também promover, devido as suas características, a 
internalização e posterior libertação de bactérias. Para cumprir estas funções de manutenção 
de homeostasia do organismo, os 4 túbulos são projectados ao longo da cavidade celómica, 
sendo recorrente que partes dos túbulos da região posterior do corpo estejam fisicamente em 
contacto com os ovários das fêmeas adultas (Figura 1.6c, c’). Ainda outra interessante 
característica, que é explorada no tópico a seguir, é o facto dos túbulos poderem apresentar 
uma resposta imunitária autónoma, ou seja, independente da resposta epitelial do sistema 
digestivo e também do corpo gordo
49
, podendo se tornar, teoricamente, num “santuário 
imunológico” (Figura 1.6d).  Assim, ao olharmos de uma forma integrada para todas estas 
particularidades dos túbulos de Malpighi, vários factores indiciam este tecido como um bom 
candidato a uma possível zona de passagem de Wolbachia para os ovários após ingestão.  
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1.4.2. IMUNIDADE AUTÓNOMA  
A morfologia dos túbulos de Malpighi aponta para a susceptibilidade deste tecido a 
colonizaçãos bacteriana, pois não só está ligado ao sistema digestivo mas também devido à 
sua potencial localização em qualquer zona da cavidade celómica. Por causa do grau de 
exposição ao meio ambiente, os túbulos podem ser um alvo preferencial de ataque por 
bactérias que entram no organismo utilizando diversas estratégias (Figura 1.5). Assim, os 
túbulos se apresentam como um tecido de resposta imune de grande importância. Estudos 
recentes têm mostrado que os túbulos constituem um sistema de resposta imunitária 
autónoma, sendo capazes de identificar uma infecção bacteriana e promover uma resposta 
imune independente do resto do corpo
49
.  
Como Wolbachia só conseguirá passar horizontalmente caso ultrapasse as defesas 
imunitárias do hospedeiro, torna-se premente compreender como esta bactéria interage com a 
resposta imune de Drosophila, não só 
nos túbulos de Malpighi, mas também 
no resto do corpo, com especial 















Figura 1.6. – Características do túbulo 
de Malpighi. Várias particularidades 
fazem deste tecido um bom candidato a zona 
de passagem de Wolbachia entre o sistema 
digestivo (após ingestão) e a hemolinfa: para 
além de estarem directamente ligados ao 
sistema digestivo, são constituidos por 
apenas uma camada de células organizadas 
de forma tubular (a), não são destruidos ao 
longo da metamosfose (b), estão em íntimo 
contacto com os ovários (c e c’), apresentam 
uma resposta imunitária autónoma (d) e as 
endocitoses e exocitoses são fenómenos 
muito recorrentes (e). | As imagens foram 
realizadas em D. melanogaster utilizando 
microscopia 2-photon. (a) túbulo extraido de 
larva tubulinaGFP-histonaRFP - ex vivo. (b) 
túbulo extraido de pupa tubulinaGFP-
histonaRFP - ex vivo. (c e c’) proximidade 
de túbulo e ovário após cirurgia abdominal 
de fêmea adulta - in vivo. (d) MT e intestino 
com diferentes níveis de expressão de 
diptericina (larva com expressão endógena) - 
in vivo. (e) endocitose activa de corante no 
túbulo após ingestão do marcador 




1.5. IMUNIDADE EM DROSOPHILA EM RESPOSTA A INFECÇÕES NATURAIS 
Para combater as infecções que estão sujeitos na natureza, os insectos desenvolveram 
múltiplos mecanismos de defesa inata. Estes têm sido estudados e descritos em D. 
melanogaster, que como já referido, é o organismo modelo para estudos de imunidade em 
invertebrados. 
As bactérias que são introduzidas no corpo pelo acto da ingestão serão confrontadas 
com o sistema imunitário de Drosophila (Figura 1.7). Ainda no sistema digestivo, é 
desencadeada a resposta imune local, com produção de espécies reactivas de oxigénio (ROS) 
e de péptidos anti-microbianos (AMPs). Esta produção de AMPs, como por exemplo 
diptericina e cecropina, é mediada pela via de sinalização Imd (do factor nuclear kB) através 
da identificação de peptidoglicanos de bactérias Gram
-
 por proteínas de reconhecimento de 
peptidoglicanos (PGRPs). Assim, estas duas respostas, ROS e AMPs, constituem a linha da 
frente da defesa de Drosophila contra infecções orais após ingestão de bactérias.  
 As bactérias que conseguem transpor a camada epitelial e migrar para a hemolinfa 
terão que enfrentar a principal resposta imune de Drosophila, a resposta sistémica. Esta 
consiste na produção de AMPs e outros factores imunes por parte das células do corpo gordo, 
na activação da resposta celular por parte dos hemócitos e também pela activação da cascata 
de melanização. As células do corpo gordo podem activar, através do reconhecimento de 
peptidoglicanos presentes na hemolinfa, não só a via Imd, como também a via Toll
50
. Isto 
porque Drosophila consegue reconhecer formas específicas de peptidoglicanos (pois possui 




. A via Toll é 
maioritariamente activada pelas Gram
+
 e por fungos, induzindo a síntese de diversos péptidos 
(como por exemplo a drosomicina). O reconhecimento dos agentes patogénicos leva também, 
para além da activação dos hemócitos que procederão a fagocitose e a degradação das 
bactérias detectadas, a activação da cascata de melanização e consecutiva produção de 
nódulos melânicos (para revisão
50
). 
 Algumas bactérias patogénicas desenvolveram estratégias para neutralizar a resposta 
imune e assim se estabelecer no interior dos hospedeiros. As duas principais formas de 
escapar ao sistema imunitário são, por um lado, a não detecção do invasor por parte das 
células que desencadearão a resposta (por exemplo Spiroplasma
51
) ou, por outro lado, a 
supressão da resposta imune (caso da bactéria X. hematofila
52
). Olhando para o nosso caso de 
estudo, muito pouco se sabe sobre a relação entre Wolbachia e o sistema imunitário de 
Drosophila. Apesar de já ter sido descrito que a presença de Wolbachia em linhagem 
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infectadas não altera a resposta do hospedeiro a novas infecções
53
, ainda é totalmente 
desconhecido o mecanismo utilizado pela bactéria para fugir ao sistema imunitário na 
transmissão horizontal. É certo que ao longo da transmissão vertical, Wolbachia se encontra 
intracelularmente, protegida das defesas do hospedeiro. No entanto, e tento em mente a 
experiência de microinjecção de Frydman e colaboradores (Figura 1.4), nada se sabe sobre a 
estratégia de resistência desenvolvida por Wolbachia para ultrapassar a resposta imunitária do 
























Figura 1.7 – Resposta imune em Drosophila. Após a ingestão, as bactérias localizadas no sistema 
digestivo potenciam uma resposta imune local, com produção de espécies reativas de oxigénio 
(ROS) e de péptidos anti-microbianos (AMP). As bactérias que conseguirem resistir ao stress 
oxidativo persistirão no intestino e activarão a produção de AMPs pelo tecido epitelial. Caso 
alguma bactéria consiga transitar do sistema digestivo ou túbulo de Malpighi para a hemolinfa, 
então provavelmente activará a resposta imune sistémica, que consiste na produção de AMPs por 
parte do corpo gordo e a activação de hemócitos que procederão a fagocitose das bactérias. Caso a 
passagem para a hemolinfa ocorra por lesão dos tecidos, haverá melanização da zona afectada por 
activação de uma castata proteolítica e consecutiva formação de núdulos melânicos. É ainda 
amplamente desconhecido qual a estratégia utilizada por Wolbachia para sobreviver ao sistema 





2. OBJECTIVOS DO PROJECTO 
 
O principal objectivo deste trabalho foi iniciar a busca pelos mecanismos ecológicos 
responsáveis pela transferência horizontal do endossimbionte Wolbachia em hospedeiros de 
diferentes espécies do género Drosophila. Foi dada especial ênfase a ingestão como possível 
mecanismo ecológico de transmissão e sua respectiva eficiência de infecção.  
Uma vez que estudos de transmissão por análise de progenia apenas nos revelaria o 
“como” da transmissão, mas não o “quando” nem o “porque”, era fundamental desenvolver 
paralelamente uma técnica de visualização que acompanhasse passo a passo, em tempo real, a 
dinâmica de interacção entre Wolbachia e o hospedeiro Drosophila. Esta permitiria 
acompanhar a viabilidade bacteriana após ingestão e sua relação com os túbulos de Malpighi, 
órgão este escolhido como zona candidata para o estabelecimento e posterior passagem para 
hemolinfa por parte da bactéria. Ao longo do estudo procurou-se encontrar o momento de 
passagem da bactéria promovida pela endocitose e exocitose no túbulo de Malpighi. Porém, 
como Wolbachia só se estabelece de forma viável num novo hospedeiro ultrapassando suas 
defesas, tivemos também como objectivo o acompanhamento da integração desta bactéria 
com a resposta imunitária de Drosophila, procurando novos indícios que ajudassem a revelar 























3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1. Drosophila melanogaster 
3.1.1. Populacões 
Para a realização deste protocolo experimental, foram utilizadas duas espécies do 
Género Drosophila (D.melanogaster e D.simulans), ambas pertencentes ao sub-grupo 
melanogaster. Duas populações de cada espécie foram estabelecidas: uma com indivíduos 
infectados pelo endossimbionte Wolbachia pipientis e outra tratada com antibiótico 
(tetraciclina) para total eliminação das bactérias nos integrantes da população. Para evitar 
falsos positivos e falsos negativos, foram geradas subpopulações originadas por 20 fêmeas 
que, após originarem a sua descendência, foram sacrificadas e analisadas para confirmação da 
presença da bactéria pelo método acima referido. Assim, foi possível confirmar a presença ou 
ausência da bactéria nas populações utilizadas. As populações foram também controladas para 
a presença de Spiroplasma em particular mas também de procariotas em geral. 
3.1.2. Manutenção 












) foram mantidas em caixas 
populacionais com um efectivo compreendido entre 2000 e 3000 indivíduos. As 
subpopulações derivadas destas seis populações foram mantidas em garrafas com um efectivo 
médio de 500 indivíduos. Todas as populações foram mantidas em ciclos diurnos/nocturnos 
de 12 horas, à temperatura constante de 25 ºC, nível de humidade relativa padrão e gerações 
populacionais não sobreponíveis. 
3.1.3. Dissecação de tecidos 
Para a dissecação das amostras de ovários, intestinos e túbulos de Malpighi, larvas do 
terceiro estádio ou moscas adultas foram anestesiadas em gelo e dissecadas em PBS. 
3.2. Preparação de DNA genómico 
Para a preparação de DNA genómico as moscas adultas ou as larvas foram 
anestesiadas e separadas em tubos eppendorf de 1.5mL. De seguida foi utilizado o kit de 
extracção de DNA para tecidos biológicos NucleoSpin (de acordo com as recomendações do 
fornecedor). As amostras de DNA colectadas foram armazenadas a –20 C. 
3.3. Quantificação de ácidos nucleicos 
As concentrações de ácidos nucleicos foram quantificadas usando um NanoDrop (de 
acordo com as recomendações do produtor) sendo registadas em ng/μl. 
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  3.4. Polymerase chain reaction (PCR) 
A confirmação dos respectivos estados de infecção das populações ou indivíduos foi 
realizada por PCR através da amplificação de um gene codificante para uma proteína 
membranar específica de Wolbachia (wsp) e para diferentes porções do gene 16S para 
Spiroplasma e para bactérias de uma forma genérica. Para as reacções de PCR foi utilizado o 
kit de amplificação de DNA (Fermentas). Cada reacção continha 1μl da amostra de DNA a ser 
testada ou 1μl  de dH2O para o controlo negativo da PCR. Cada reacção teve um volume final 
de 20μl. Os ciclos típicos para a PCR usando Taq DNA polimerase consistiram em: 1 ciclo - 
desnaturação inicial , 94 ºC por 5 minutos; 30 ciclos - desnaturação , 94 ºC por 30 segundos, 
annealing - 50 ºC 45 segundos, alongamento -72 ºC por 30 segundos; 1 ciclo de extensão final 
- 72 ºC por 5 minutos.  
3.5. Eletroforese em gel de agarose 
As amplificações foram posteriormente separadas por electroforese em gel de agarose 
(1%) em tampão TBE 1X contendo 0.1g/ml de EtBr. Para a visualização da corrida dos 
produtos da PCR foi utilizado 6x loading dye. O tamanho das bandas foi comparado com 1kb 
ladder (Invitrogen).  
3.6. Sequenciação de DNA 
A sequenciação automática foi realizada através de reacção de cadeia simples com um 
mix de PCR contendo dideoxinucleótidos fluorescentes, templates (1g) and primer 
(3.2pmol). Tanto a corrida das amostras em gel de agarose com detecção dos nucleótidos por 
sequenciador automático, como a preparação informática para posterior análise, foram 
realizadas pelo serviço de sequenciação do Instituto Gulbenkian de Ciência. 
3.7. Extracção de Wolbachia 
As bactérias Wolbachia foram extraídas através de embriões infectados de Drosophila 
por adaptação do protocolo apresentado por Rasgon et al19.  Ainda outro método foi 
desenvolvido para a extracção de Wolbachia após marcação fluorescente (Material e Métodos 
- 3.9) Este consiste na extracção das bactérias dos túbulos de Malpighi de Drosophila (ex 
vivo) após dissecação. Associado a este protocolo é possível proceder a marcação de todo o 










 foram capturadas na natureza já infectadas com as 
respectivas estirpes de Wolbachia. Para a de infecção com Wolbachia de Drosophila yakuba 
em laboratório foi utilizada a microinjecção na zona abdominal de fêmeas jovens de 
hemolinfa extraída de fêmeas de Drosophila melanogaster (mel
+
).  
3.9. Ensaios de Ingestão 
Para as experiências de ingestão, foram utilizadas larvas dos três estádios de 
desenvolvimento das subpopulações mel
-
. Estas ingeriram exclusivamente, durante um 
período de 24 horas, uma suspensão em PBS de células infectadas com Wolbachia oriundas 




 ou uma extracção de Wolbachia a partir de embriões 
infectados. Este delineamento configura duas experiência intra-específica e duas inter-
específicas. Como controlo, o mesmo procedimento foi repetido com extracções de 




. Assim, formaram-se 
quatro experiências e os quatro respectivos controlos onde, em cada um deles, 250 larvas 
alimentaram-se de células provenientes de 200 moscas (dividida em cinco réplicas). Outra 
experiência levou a ingestão de extracção Wolbachia de embriões infectados (sim
+
) por 50 
moscas adultas não infectadas (dividida em 3 réplicas). Em todos os procedimentos, as fêmeas 
F0 deram origem à F1, na qual a procura de infecções estáveis foi analisada em conjuntos de 
10 machos. Como as estirpes de Wolbachia que infectam D.melanogaster e D.simulans são 
diferentes, uma eventual transmissão horizontal entre as espécies testadas pode ser 
confirmada por sequenciação de regiões génicas específicas do material genético do 
hospedeiro e das estirpes bacterianas, onde haverá confirmação da espécie hospedeira e da 
respectiva estirpe bacteriana que esta alberga. 
3.10. Marcação florescente de Wolbachia 
Após a tentativa de transformação  de Wolbachia por eletroporação para expressão de 
GFP , a marcação fluorescente foi realizada através do kit de viabilidade bacteriana BacLight. 
Este é composto por dois marcadores de DNA, SYTO 9 e Iodeto de propídeo (PI). O primeiro 
entra em todas as células conferindo ao núcleo uma emissão fluorescente verde. Já PI penetra 
apenas em células mortas, marcando os seus núcleos a vermelho. Este método foi utilizado 
tanto para a marcação de Wolbachia em suspensão (in vitro) como em tecidos infectados do 




3.11. Imagiologia dos túbulos de Malpighi 
Para a imagiologia da expressão de fluorescência nos tecidos de Drosophila, os 
tecidos foram dissecados (Material e Métodos – 3.1.3) para a visualização ex vivo, ou então 
anestesiados, para a aquisição de imagens in vivo. As amostras foram montadas em lâmina e 
lamela com quantidades de PBS variáveis de acordo com o volume do tecido em causa.  
  3.11.1. Microscopia Multifotão  
A visualização foi realizada de imediato após montagem em um microscópio Multi-
fotão (Upright Multiphoton Microscope). As imagens obtidas foram tratadas no programa 
Imaris 6.2. 
3.11.1.1. Fluorescência in vivo 
As larvas, após anestesiadas, foram e montadas inteiras em lâmina e lamela separadas 
por plataformas laterais para evitar o esmagamento do material biológico. Para a manutenção 
da larva em posição estática para a aquisição de imagem, foi utilizada refrigeração constante 
das laterais da lâmina por peças de gelo seco. A visualização dos órgão em causa foi realizada 
através da cutícula das larvas. 
3.11.1.2. Fluorescência ex vivo 
Após a dissecação dos tecidos biológicos, estes são marcados ainda vivos e 
visualizados de imediato. Esta abordagem facilita a marcação do tecido e reduz o tempo 


















4.1. PRESENÇA OU AUSÊNCIA BACTERIANA NAS POPULAÇÕES E SUBPOPULAÇÕES 
Para a fundação das populações com e sem Wolbachia, foram feitas 2 caixas 
populacionais de cada espécie (com a mesma representação parental). Em uma das caixas as 
moscas estavam infectadas com Wolbachia (WOL Pops), na outra, foi realizado um 
tratamento com o antibiótico tretaciclina ao longo de várias gerações com o objectivo de 
livrar a população da infecção com Wolbachia (TET Pops). Para confirmar a presença ou 
ausência da bactéria nas caixas populacionais, uma amostra significativa de moscas foi 
amplificada para a presença do gene codificante para uma proteína da membrana de 
Wolbachia (wsp) (Figura 4.1a). Para evitar falsos positivos nas experiências de ingestão (uma 
vez que a amplificação das caixas populacionais era referente a uma amostra da população) 
foram fundadas sub-populações de cada 
espécie (com e sem Wolbachia). Estas 
foram originadas com moscas das 
populações WOL e TET, onde todas as 
fêmeas, após deixarem progenia, foram 















Figura 4.1 – Análise bacteriana para a 
fundação das populações de Drosophila 
(a) Fundação das populações com 
Wolbachia e sem Wolbachia (mel, sim e 
yak). (b) Gel representativo da fundação das 
subpopulações sem Wolbachia através de 
análises individuais de cada fêmea 
fundadora. (c) Confirmação da ausência de 
Spiroplasma (para além da Wolbachia, 
Spiroplama é a única espécie de bactéria 
intracelular herdável descrita em 
Drosophila). (d) Confirmação da ausência 
de outras bactérias nas populações testadas. 
A extracção de DNA foi realizada a partir de 
embriões estéreis. Para comparação foi 
realizado um duplo controlo positivo (VF) e 
3 controlos negativos, para a PCR (PCR), 
para o protocolo de extracção de DNA (prot) 
e com uma linhagem de Drosophila mantida 
em esterilidade, tanto para bactérias como 




De seguida confirmou-se a ausência de outras bactérias nas subpopulações fundadas. 
Primeiramente foi verificada a ausência de Spiroplasma em todas as sub-populações, bactéria 
esta que, para além de Wolbachia, é a única bactéria descrita com transmissão vertical em 
Drosophila (Figura 4.1c). Para uma confirmação da ausência de outras bactérias para além de 
Wolbachia e Spiroplasma, embriões estéreis das subpopulações foram controlados por 
amplificação generica do gene 16S bacteriano, sendo a intensidade da banda da amplificação 
das populações TET inferior a intensidade da banda da população controlo, controlada para a 
presença de bactérias e vírus (iso) (Figura 4.1d). 
 
4.2. NÃO ENCONTRADA PASSAGEM POR INGESTÃO, EM LABORATÓRIO, EM PROGENIA DE 
INDIVÍDUOS DE DROSOPHILA QUE INGERIRAM WOLBACHIA 
Para testar a ingestão como mecanismo de transmissão horizontal de Wolbachia foram 
realizadas diversas experiências, onde larvas de diferentes estádios de D. melanogaster da 
subpopulação mel
-
 (F0) ingeriram Wolbachia proveniente de dois tipos de extracções e de 




(Figura 4.2). Em todas as experiências, tanto a F1 
precoce como a F1 tardia foi analisada para a presença de Wolbachia. Primeiramente, larvas 
de diferentes estádios de D. melanogaster ingeriram por 24 horas uma suspensão de 
Wolbachia extraída a partir de embriões sim
+
 (Figura 4.2a). Outro método de obtenção de 
Wolbachia foi também utilizado. Neste, larvas mel
-
 ingeriram por 24 horas a suspensão de 
células com Wolbachia resultante do esmagamento de moscas adultas infectadas de sim
+
 
(figura 4.2b). O mesmo procedimento foi também realizado com ingestão da suspensão por 
esmagamento proveniente de moscas mel
+
 (como referido na legenda da figura 4.2b). Em um 
outro set de experiências, este mesmo procedimento foi repetido, com a diferença que a 
ingestão foi realizada por moscas adultas (ao invés de larvas). Assim, moscas adultas mel
-
 
ingeriram durante 24 horas Wolbachia resultante do esmagamento de moscas adultas 
infectadas de sim
+
 (figura 4.2c) e também proveniente de moscas mel
+ 
(como referido na 
legenda da figura 4.2c). Em nenhuma das experiências foi encontrada Wolbachia na progenia 
das moscas ou larvas que realizaram a ingestão. Os resultados dos gráficos da Figura 4.2 são 
representativos de experiências independentes (três em a e b e duas em c) realizadas para cada 
tratamento. Cada experiência mostra os valores acumulados das réplicas realizadas (cinco em 






































Figura 4.2 – Ausência de  progenia 
infectada após ingestão de 
Wolbachia. (a) Ingestão de extracção 
Wolbachia de embriões infectados 
(sim
+
) por 250 larvas não infectadas 
(mel
-
) de diferentes estadios (F0). Das 
larvas que sobreviveram ao protocolo, 
resultaram aproximadamente 30 
fêmeas após metamosfose. Não foi 
encontrada presença de Wolbachia 
nos indivíduos da progenia, tanto da 
F1 precoce (até 15 dias) como da F1 
tardia (mais de 15 dias). Estes 
resultados são referentes a adição de 5 
réplicas e representativos de três 
experiências independentes. (b) 
Ingestão de extracção Wolbachia por 
esmagamento de moscas adultas 
infectadas (sim
+
) por 250 larvas não 
infectadas (mel
-
) de diferentes 
estadios (F0). Das larvas que 
sobreviveram ao protocolo, resultaram 
aproximadamente 120 fêmeas após 
metamosfose. Não foi encontrada 
presença de Wolbachia nos indivíduos 
da progenia, tanto da F1 precoce (até 
15 dias) como da F1 tardia (mais de 
15 dias). Estes resultados são 
referentes a adição de cinco réplicas e 
representativos de três experiências 
independentes. [Os mesmos resultados 
foram obtidos para a ingestão de 
mel
+
]. (c) Ingestão de extracção 
Wolbachia de embriões infectados 
(sim
+
) por 50 moscas adultas não 
infectadas (mel
-
) (F0). Não foi 
encontrada presença de Wolbachia 
nos indivíduos da progenia, tanto da 
F1 precoce (até 15 dias) como da F1 
tardia (mais de 15 dias). Estes 
resultados são referentes a adição de 
três réplicas e representativos de duas 
experiências independentes [Os 
mesmos resultados foram obtidos para 
































Figura 4.3 – Desenvolvimento de técnica 
de imagiologia in vivo e ex vivo para 
visualizar Wolbachia viva (ou morta) em 
Drosophila. Marcação ex-vivo com o kit de 
viabilidade bacteriana BacLight. 
Combinando um marcador de viabilidade 
bacteriana com microscopia multi-fotões foi 
possível acompanhar a dinâmica de 
interacção entre Wolbachia e seu 
hospedeiro. Nas imagem os círculos verdes 
de grandes dimensões correspondem aos 
núcleos das células hospedeiras. Os 
pequenos pontos verdes (intensos) 
correspondem a Wolbachia viva (a) nos 
túbulos de Malpighi (b) no intestino (c) e no 
ovário.  
 
Apesar de ser uma das 
endoctérias mais estudadas pela 
comunidade científica, nunca se 
conseguiu transformar Wolbachia para a 
expressão de uma proteína fluorescente. 
Esta limitação cria grandes entraves nos 
estudos de relações ecológicas, onde a 
relação em tempo real é uma enorme 
mais-valia para alcançar as respostas 
pretendidas. Assim, como alternativa a 
transformação de Wolbachia, foi 
desenvolvida uma nova técnica de 
imagiologia com recurso a corantes 
genéricos de viabilidade associado a 
aquisição de imagem em tecidos vivos 
por microscopia multi-fotão. Como 
consequência, tornou-se possível a 
visualização da dinâmica de interacção 
entre Wolbachia e Drosophila, tanto in 
vivo como ex vivo. Esta técnica permite  
acopanhar a localização de bactérias, 
dentro ou fora das células, assim como a 
sua viabilidade de acordo com os 
corantes incorporados. Na Figura 4.3 é 
possível ver a presença de Wolbachia 
viva (pequenos pontos verde intenso) em 
diversos tecidos (também vivos) como o 
túbulo de Malpighi, o intestino e o 
ovário  de Drosophila (moscas das 









4.4. TÚBULO DE MALPIGHI PODE SER UMA ZONA DE PASSAGEM PARA WOLBACHIA APÓS 
INGESTÃO 
4.4.1. CONFIRMAÇÃO DE WOLBACHIA NOS TÚBULOS DE MALPIGHI DE MOSCAS 
INFECTADAS 
 Para a confirmação da viabilidade e abundância de Wolbachia nos túbulos de 
Malpighi das populações infectadas (mel
+
), foram realizadas marcações ex vivo em túbulos de 
larvas, pupas e adultos (Figura 4.4). Nas imagens é possível ver, que apesar de algumas 
células do tecido hospedeiro já estarem a morrer devido à dissecação (núcleos vermelhos por 
incorporação de Iodeto de Propídeo), Wolbachia permanece viva e em grandes quantidades 
(pequenos pontos verde intenso). Isto confirma os túbulos de Malpighi como um tecido de 
preferencial colonização por parte de Wolbachia, sendo o tecido somático de Drosophila com 
maior quantidade da bactéria em estudo. 
 
 4.4.2. WOLBACHIA É ENCONTRADA VIVA NOS TÚBULOS DE MALPIGHI 
Para verificar se Wolbachia consegue sobreviver a ingestão e chegar ao túbulo de 
Malpighi, foram realizadas experiências onde larvas de D. melanogaster não infectadas 
ingeriram extracções de Wolbachia. Após 24 horas, as larvas foram dissecadas para a 
extracção dos túbulos de Malpighi. Após marcação fluorescente com o kit de viabilidade 
BacLight foi possível a visualização de algumas bactérias no interior de vesículas das células 
do túbulo (Figura 4.5).  
 
Figura 4.4 – Presença de Wolbachia nos túbulo de Malpighi das populações infectadas. (a) em 
larva (b) em pupa (c) em adulto. Wolbachia apresenta-se viva (pequenos pontos verdes por 
incorporação de SYTO 9). Os circulos vermelhos são núcleos de células do tecido hospedeiro que 
já entraram em apoptose (devido à dissecação) incorporando assim Iodeto de Propídeo. Os círculos 












4.5. ACTIVAÇÃO DO SISTEMA IMUNITÁRIO POR WOLBACHIA 
Para Wolbachia chegar viva aos túbulos de Malpighi após ingestão, esta bactéria teria 
que ter bloqueado ou sobrevivido a produção local de AMPs (péptidos anti-microbianos), 
tanto no intestino como nos túbulos. A Figura 4.5 mostra que Wolbachia foi endocitada ainda 
viva para o interior das células dos túbulos, porém, mesmo que consiga posteriormente ser 
exocitada para a hemolinfa, terá que sobreviver a resposta celular, ou seja, a fagocitose dos 
hemócitos. Para começar a responder estas questões, foram realizadas experiências in vitro 
onde hemócitos extraídos de populações sem Wolbachia (mel
-
) foram incubados com uma 
suspensão de Wolbachia. Posteriormente, estes hemócitos foram marcados com o kit de 
viabilidade BacLight. Na Figura 4.5 é possível ver que os hemócitos não só fagocitam 
Wolbachia como também matam as bactérias, como indica a incorporação de Iodeto de 
Propídeo. Adicionalmente, e também in vitro, foi realizada uma experiência onde hemócitos 
com expressão endógena de GFP, provenientes de uma população infectada com Wolbachia, 
foram encubados com uma suspensão de Wolbachia. São visíveis os prolongamentos de 
citoplasma dos hemócitos para captura da bactéria, assim como os inúmeros vacúolos de 
internalização. Esta experiência vem mostrar que a presença de Wolbachia em populações 
infectadas não bloqueia a fagocitose destas bactérias. 
Figura 4.5 – Presença de Wolbachia  
dentro das células do túbulo de 
Malpighi após ingestão. Após 
ingestão de extracção de Wolbachia 
por larvas das populações não 
infectadas, a bactéria aparece viva em 
vesículas no interior das células do 
túbulo de Malpighi. Marcação com o 
kit de viabilidade bacteriana BacLight. 






Após a análise detalhada da presença ou ausência de Wolbachia (e também de outras 
bactérias) nas populações e subpopulações das espécies que iriam ser testadas, foram 
realizadas várias experiências de ingestão de Wolbachia por parte de larvas e adultos não 
infectados. Não foi encontrada a presença de Wolbachia na progenia de nenhum indivíduo 
testado, tanto na F1 precoce como na F1 tardia. Porém, para acompanhar com detalhe o 
percurso de Wolbachia após ingestão, foi desenvolvida uma técnica para visualizar a dinâmica 
de interacção da bactéria com o seu novo indivíduo hospedeiro. Devido às suas 
características, os túbulos de Malpighi foram escolhidos como tecido hospedeiro candidato a 
passagem de Wolbachia para a hemolinfa após a ingestão. Ao acompanhar o túbulo após 
experiências de ingestão, foram encontradas bactérias vivas no interior das células deste 
tecido. Como a endocitose e exocitose são uma constante nos túbulos de Malpighi, é provável 
que as bactérias tenham acesso a cavidade celómica. Uma vez na hemolinfa, é sabido que 
Wolbachia consegue estabelecer uma infecção viável nos ovários e ser transmitida para a 
próxima geração. No entanto, para permanecer na hemolinfa, a bactéria tem que sobreviver ao 
sistema imunitário de Drosophila. Aqui verificámos que em ensaios in vitro Wolbachia é 
fagocitada e morta pelos hemócitos, resultado que levanta muitas e importantes questões. 
Figura 4.6 – Wolbachia é fagocitada e morta pelos hemócitos. (a) Hemócitos extraídos de 
população TET em meio com Wolbachia (b) Bactérias Wolbachia mortas a vermelho por 
incorporação de PI (a+b) sobreposição das imagens a e b onde é possível ver a localização das 
bactérias dentro dos hemócitos (c) Hemócitos-GFP extraídos de população com Wolbachia, em 









5. DISCUSSÃO  
Para a fundação das populações que foram utilizadas nas experiências, foi necessário 
uma triagem detalhada para evitar resultados equivocados. Apesar das populações TET terem 
sido tratadas com o antibiótico tetraciclina durante várias gerações, a amplificação para 
controlo de infecção só foi realizada numa parte da população (Figura 4.1a). Como o 
delineamento experimental aqui utilizado foi baseado na procura de acontecimentos raros 
(transmissão horizontal) tornou-se fulcral não obter falsos positivos como resultado. As caixas 
populacionais têm uma variabilidade genética muito elevada e é sempre possível que alguma 
colónia de bactérias, em algum hospedeiro, se torne resistente. Para eliminar este factor de 
incerteza dos futuros resultados, foram fundadas as sub-populações sem Wolbachia. Aqui, 
todas as fêmeas progenitoras que contribuíram para a fundação foram amplificadas 
individualmente, confirmando de forma segura a ausência da bactéria nas populações testadas 
(Figura 4.1b). 
Era também fundamental ter a certeza que Wolbachia era a única bactéria presente nas 
populações com perpetuação por transmissão vertical. Isso porque qualquer outro factor que 
alterasse a fisiologia ou resposta das moscas hospedeiras invalidaria, automaticamente, os 
controlos realizados paras as respectivas experiências. Para isso as populações foram 
primeiramente controladas para a bactéria Spiroplasma por amplificação de uma porção 
específica do gene 16S. Esta, para além de Wolbachia, é a única bactéria de transmissão 
materna descrita em Drosophila, embora utilizem estratégias diferentes para permanecer neste 
hospedeiro
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. Todas as populações testadas confirmaram a ausência de Spiroplasma, estando 
assim eliminada a hipótese da presença de um segundo endossimbionte facultativo (Figura 
4.1c).  Adicionalmente, e como teste final a exclusividade de Wolbachia como factor de 
variação entre as populações testadas, os elementos das populações foram examinados para a 
presença de qualquer tipo de bactéria em embriões esterilizados, através da amplificação 
generica do gene 16S bacteriano (Figura 4.1d). O resultado negativo desta amplificação veio 
certificar que as diferenças entre as experiências e os seus respectivos controlos não poderiam 
variar pela presença de outras bactérias. 
 
Com as populações controladas para as bactérias e a confirmação da presença ou 
ausência de Wolbachia, foi possível iniciar os sets de experiências com a certeza que qualquer 
resultado positivo seria um verdadeiro positivo. Apesar das populações de D .yakuba terem 
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sido fundadas e analisadas, os indivíduos desta espécie não aguentaram os protocolos  de teste 
de ingestão. Como a mortalidade era muito elevada, os testes com D.yakuba foram suspensos. 
Por outro lado, foi definido a priori a não utilização de D.simulans para as experiências de 
ingestão (mas apenas como indivíduos que procederiam a ingestão). Isto porque foi descrito 
que D.simulans tem fragmentos do genoma de Wolbachia inseridos no seu genoma
27
, o que 
poderia levar, embora seja este acontecimento muito pouco provável, a amplificação de um 
segmento presente no genoma da mosca e não referente a presença da bactéria. Assim, apesar 
das subpopulações de D.simulans terem tido o mesmo controlo individual para as fêmeas 
progenitoras, foi optado não utilizar os indivíduos desta espécie como novos hospedeiros por 
ingestão, sendo apenas utilizados como fonte de extracção de Wolbachia.  
Com a primeira abordagem experimental, por análise da progenia após ingestão de 
Wolbachia, foi possível testar um mecanismo extremamente recorrente na natureza, 
principalmente em fase larvar. Todas as experiências realizadas neste trabalho não 
apresentaram qualquer descendência infectada. Tanto a F1 precoce com a F1 tardia não 
acusaram a presença de Wolbachia, independentemente da sua proveniência de extracção 
(embriões ou adultos; D. melanogaster ou D. simulans) (Figura 4.2).  Este delineamento por 
análise da descendência das moscas testadas, pode ser classificado como uma perspectiva de 
Big Picture, uma vez que em caso de resultado positivo passaríamos a conhecer um 
mecanismo de transmissão horizontal mas não saberíamos os detalhes do processo de 
estabelecimento desta infecção. Este delineamento dificulta, por outro lado, a percepção dos 
motivos dos resultados negativos obtidos, pois não sabemos qual é o momento críptico da 
infecção, ou seja, até onde vai a bactéria de forma viável. Assim, é impossível perceber se a 
ausência de Wolbachia na F1 das moscas é um fenómeno taxativo ou a consequência da 
multiplicação das baixas probabilidades de cada passo necessário para a ocorrência de 
transmissão horizontal por ingestão. Esta segunda hipótese nos remete para a dificuldade de 
estabelecer o número de experiências para tentar simular estes acontecimentos nas populações 
naturais, uma vez que estas trasmissões são fenómenos descritos como esporádicos ao longo 
da evolução. Mesmo aumentando de forma drástica, em laboratório, a probabilidade de alguns 
passos necessários para a transmissão horizontal por ingestão (como por exemplo a 
probabilidade de um hospedeiro não infectado ingerir Wolbachia na natureza), as outras 
parcelas da equação que não foram alteradas (a sobrevivência de Wolbachia no interior do 
organismo ou o acesso a hemolinfa ou ainda a colonização dos ovários) indicam-nos que o 
número de experiências realizadas não supera a probabilidade de ocorrência do fenómeno. 
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Foi então fundamental seguir a ingestão passo-a-passo para puder visualizar cada 
momento da interacção entre a bactéria e o seu hospedeiro. Esta abordagem, para além de 
permitir separar individualmente as parcelas de probabilidades que resultariam na transmissão 
horizontal, dissecaria também o real mecanismo por detrás deste fenómeno. Numa primeira 
tentativa de alcançar este objectivo, tentou-se transformar a bactéria com um plasmídeo para 
expressão de GFP, utilizando para isso a  técnica de electroporação.  Infelizmente este 
propósito não foi conseguido, dificuldade protocolar partilhada com outros grupos que 
trabalham com esta bactéria. Como alternativa, foi desenvolvida uma técnica de imagiologia, 
combinando marcações fluorescentes genéricas e a possibilidade de visualização dos tecidos 
em profundidade por utilização da microscopia multi-fotão (Figura 4.3). A importância do 
desenvolvimento da técnica é a sua não restrição ao nosso caso de estudo, podendo ser  
também utilizada em qualquer relação de endossimbiose bacteriana. Cada vez mais é 
fundamental acompanhar a dinâmica de interacção em estudos de simbiose, pois podem 
produzir  resultados que normalmente não são obtidos com técnicas baseadas em materiais 
biológicos fixados, como por exemplo a imunohistoquímica ou a hidridação in situ.  
Por um lado a transformação de Wolbachia retiraria qualquer dúvidas sobre a 
interpretação dos resultados de localização. Porém, esta limitação pode ser facilmente 
ultrapassada com as marcações fluorescentes genéricas através de controlos negativos bem 
realizados. Assim este método de imagiologia apresenta-se muito eficaz, pois é capaz de 
seguir a dinâmica de interação e acompanhar simultaneamnte a viabilidade das bactérias e dos 
tecidos hospedeiros. Mesmo quando a densidade do tecido impossibilite a aquisição de 
imagens  in vivo, será sempre viável realizar as imagens ex vivo, também com uma grande 
qualidade de informação. Quando a realização de imagens for in vitro ou o tecido apresente 
um pequena espessura, o melhor é trocar a capacidade de penetração luminosa em tecidos da 
microscopia multi-fotão pela maior resolução da microscopia confocal.  
 
Criada a possibilidade de acompanhar a internalização de Wolbachia após ingestão, 
era preciso focar a nossa procura numa hipótese viável de caminho de transmissão. Devido às 
variadas característica particulares dos túbulos de Malpighi, este tecido foi escolhido como 
candidato a zona de colonização de Wolbachia e posterior passagem para a hemolinfa após 
ingestão (Figura 1.6). O facto de estarem directamente ligados ao sistema digestivo, permite a 
passagem passiva das bactérias para o lúmen do túbulo e, como é um epitélio simples,  as 
bactérias estão separadas da hemolinfa por apenas uma camada de células. Os túbulos não são 
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destruídos ao longo da metamorfose, o que poderia potenciar o estabelecimento da infecção 
por ingestão larvar e a passagem da bactéria para os ovários na idade adulta, servindo assim 
de refúgio a forte actividade imunitária característica da metamorfose. Este dado ganha força 
quando verificamos a quantidade e viabilidade de Wolbachia nos túbulos das moscas 
infectadas ao longo da metamorfose (Figura 4.4b). Por puder apresentar uma resposta 
imunitária autónoma, ou seja, independente do resto do corpo, caso eventualmente a co-
evolução tenha tornado esta resposta ineficaz para Wolbachia então seria um local 
preferencial de colonização. Principalmente porque a endocitose intensa pode promover a 
internalização da bactéria antes da sua morte pelo sistema imunitário. Como estão em íntimo 
contacto com os ovários, talvez a exocitose se dê perto o suficiente para não activar a resposta 
imune ou essa não ser eficaz.  
Um grande apoio aos túbulos de Malpighi como hipótese é a grande recorrência de 
Wolbachia neste tecido das moscas que transmitem verticalmente a bactéria. Como visto nas 
imagem dos túbulos de Malpighi das populações infectadas, Wolbachia sobrevive em grandes 
quantidades dentro das células deste tecido (Figura 4.4). Por isso, uma vez que Wolbachia 
chegasse viva ao túbulos após ingestão e fosse internalizada por endocitose,  provavelmente 
iria se estabelecer e colonizar o tecido como acontece com as bactérias de transmissão 
vertical. Porém esta realidade levanta uma importante questão relacionada com a selecção 
bacteriana ao longo das gerações. Como só são transmitidas verticalmente as bactérias 
presentes no tecido germinal, era de se prever que ao longo das gerações as bactérias com 
uma localização preferencial em zonas da linha germinal prevalecessem na população devido 
à esta forte selecção. Aliás, tal acontece com Wolbachia, como podemos ver na sua 
localização diferencial na oogénese
26
 (Figura 1.3) e embriogénese
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, e confirmada pela sua 
baixa frequência em diversos tecidos somáticos. No entanto os túbulos de Malpighi 
apresentam uma grande concentração muito grande de Wolbachia em Drosophila
54
.  O que 
nos remete para duas fortes possibilidades: A primeira é que os túbulos de Malpighi são um 
beco sem saída para as bactérias que lá se estabelecem. Apesar disso, estas encontram nos 
túbulos um ambiente muito propício para a sua multiplicação; a segunda hipótese é que os 
túbulos de Malpighi possam estar de alguma forma conectados ao sistema reprodutor. Isto 
daria sentido a grande quantidade de Wolbachia nos túbulos, pois evolutivamente estas 
bactérias poderiam estar representadas nas próximas gerações. Esta hipótese é muito 
semelhante ao que acontece nos hospedeiros de bactérias obrigatórias nos insectos, onde um 
órgão é privilegiado para o estabelecimento da colonização
6
. Este, por sua vez, apresenta 
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ligação com o tecido germinal e promove a passagem das bactérias para a próxima geração. 
Desta forma, um mecanismo de  ligação entre os ovários e os túbulos de Malpighi poderia 
explicar a alta frequência de Wolbachia nos túbulos de Drosophila. Esta mesma ligação 
funcionaria esporadicamente aquando da ingestão de Wolbachia. 
Foi verificado que após a ingestão de Wolbachia por larvas não infectadas, é possível 
encontrar a bactéria dentro das células do túbulo de Malpighi (Figura 4.5). Adicionalmente, 
Wolbachia permanece viva nestas células, como indica a ausência de fluorescência vermelha 
(não incorporação de PI). Apesar de não ter sido visualizado a exocitose para a hemolinfa, 
este fenómeno é tão recorrente quanto o de endocitose, fazendo prever que tal aconteça. 
Mesmo porque, este fenómeno já foi descrito como muito recorrente em bactérias Rickettsia, 
onde várias bactérias são endocitadas e exocitadas por tecidos epiteliais. Ao associar todas 
estas caracteristicas podemos idealizar um modelo hipotético de transmissão horizontal de 
Wolbachia, que após ser internalizada 
por ingestão, se estabelece nas células 
dos túbulos de Malpighi por endocitose. 
Posterormente, teria acesso a hemolinfa 
por exocitose, e potenciada pela 
proximidade aos ovários, poderia 
estabelecer uma infecção estável nos 
ovaríolos. Por consequência, Wolbachia 
estaria presente na progenia do novo 
hospedeiro (Figura 5.1). 
Figura 5.1 – Modelo hipotético de 
transmissão horizontal de  Wolbachia, 
após ingestão, via túbulos de Malpighi. 
(A) Após a ingestão de Wolbachia por 
Drosophila, a bactéria é encontrada viva 
dentro das células do túbulo de Malpighi. 
(B) A proximidade dos túbulos aos ovários 
promove uma localização fovorável para a 
entrada de Wolbachia no tecido reprodutor. 
(C) Sendo a endocitose e exocitose um 
fenómeno recorrente nos tecidos epiteliais, 
e principalmente nos túbulos, é possível que 
Wolbachia seja exocitada para a hemolinfa, 
aproveitando a localização previlegiada 
para aceder as células estaminais germinais 
dos ovaríolos (como demonstrado por 
Frydman e colaboradores). 
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Mesmo que Wolbachia seja exocitada pelos túbulos para a hemolinfa, é fundamental 
perceber como consegue esta bactéria sobreviver a resposta do sistema imunitário de 
Drosophila. Os resultados apresentados na Figura 4.6 mostram que Wolbachia é fagocitada e 
morta pelos hemócitos de Drosophila. Tendo em mente este resultado da fagocitose de 
Wolbachia, é fundamental revisitar as experiências de Frydman
45
 (Figura 1.4) e pensar como 
as bactérias introduzidas por  microinjecção na hemolinfa de moscas não infectadas não foram 
fagocitadas pelos hemócitos. Uma possibilidade, embora pouco provável,  é que a quantidade 
de bactérias microinjectadas na hemolinfa tenham causado uma saturação dos hemócitos, 
sobrando assim bactérias livres para colonizar o ovário. Outra hipótese é que algum factor 
presente nesta interacção in vivo possa alterar a resposta dos hemócitos. 
Adicionalmente, a experiência dos hemócitos provenientes de população infectadas 
com Wolbachia vem mostrar que a sua presença nas populações infectadas não bloqueia a 
fagocitose das bactérias em suspensão. Este resultado é concordante com a experiência que 
demonstrou que a infecção vertical de Wolbachia não altera a produção de AMPs por parte do 
hospedeiro quando infectado com outras bactérias
53
. Assim, estes dois resultados indicam que 
a presença de Wolbachia não altera a resposta imunitária de Drosophila, nem para bactérias 
da mesma espécie nem para de outras espécies.  
Basicamente, muito pouco é sabido da relação entre Wolbachia e o sistema imunitário 
(Figura 5.2). Por um lado, Wolbachia pode não activar a resposta imunitária. Porém, caso 
active, pode ser resistente ou tolerante as defesas do organismo. Pode ainda ser susceptível, 
mas com algumas bactérias a sobreviver no organismo por algum tipo de protecção celular 
(como a que pode acontecer com a endocitose). 
Figura 5.2 – Representação esquemática da interacção de Wolbachia com o sistema 
imunitário em Drosophila. Como é visivel na imagem, quase tudo está ainda por descrever na 
interacção da imunidade de Drosophila e a presença de Wolbachia. Estas futuras respostas terão 
que ter em conta não só as possíveis variações entre experiências in vitro e in vivo,  como também 
o estádio do ciclo de vida do hospedeiro e os desafios que este enfrenta no seu meio ambiente.  
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Para responder a estas perguntas é de grande auxílio utilizar linhagens de Drosophila 
com expressão de AMPs associada a proteínas fluorescentes. Assim será possível ver o nível 
de produção de AMPs pelo sistema imunitário, tanto local como sistémico, em resposta a 
entrada de Wolbachia em diferentes situações. Por exemplo, esta é uma excelente forma de 
responder como Wolbachia consegue chegar viva nos túbulos de Malpighi após a ingestão. 
Caso Wolbachia active a produção de AMPs, a quantidade de produção destes péptidos será 
correspondente a fluorescência do tecido em estudo. Por um lado, é de se prever que 
Wolbachia active a produção de AMPs por parte das células epiteliais e do corpo gordo, 
devido ao facto de activar a fagocitose nos hemócitos. Por outro lado, o facto de Wolbachia 
ter desenvolvido ao longo da evolução uma parede bastante modificada (devido ao seu estilo 
de vida intracelular, rodeada por membranas do hospedeiro) pode fazer com que os seus 
peptidoglicanos não sejam reconhecidos pelas PGPRs, não desencadeando uma produção de 
AMPs.  
Outra interessante  possibilidade é que Wolbachia não active a resposta imunitária de 
Drosophila em situações pontuais, como no caso em que a sua presença da bactéria é benéfica 
para o organismo. Para testar tal hipótese, seria necessário introduzir Wolbachia em 
Drosophila de diferentes formas (ingestão e microinjecção) em diferentes situações de stress 
(como por exemplo alguns vírus e fungos). Assim, em certas situações, Wolbachia poderia ser 
encarada pelo sistema imunitário do hospedeiro como uma bactéria mutualista. No entanto 














6.  CONSIDERAÇÕES FINAIS  
 
A estreita relação simbiótica entre bactérias intracelulares e seus hospedeiros 
apresenta-se como um importante motor evolutivo, que para além da co-evolução gradual, 
pode também promover modificações fenotípicas e rápidas especiações. Daí a grande 
importância do actual estudo destas relações simbióticas com insectos hospedeiros, pois 
podemos ver, em larga escala, a evolução em acção através deste processo promíscuo de 
transmissão vertical e transmissão horizontal interespecífica. 
 Para a continuação destes estudos, esperamos que o método de imagiologia aqui 
utilizado contribua para futuros trabalhos de interacção ecológica, retirando das informações 
em tempo real importantes indícios e constatações que não seriam alcançados por outros 
métodos protocolares. 
As hipóteses para tentar responder quais são os mecanismos ecológicos responsáveis 
pela transmissão horizontal de Wolbachia devem ser alargadas, e apesar de aqui nos termos 
centrado na hipótese da ingestão, outros fenómenos podem desencadear a passagem 
bacteriana entre espécies. Bons candidatos são os vectores parasitas, como por exemplo os 
ácaros, que para além de poderem ser promíscuos entre espécies, podem introduzir bactérias 
directamente na hemolinfa do novo hospedeiro. Outro importante mecanismo que deveria ter 
o seu estudo intensificado são os vectores parasitóides,  que ao depositarem os seus embriões 
no interior dos ovos de outras espécies podem também promover a transmissão horizontal de 
bactérias. 
 Aqui, apesar de não termos confirmado a ingestão como um mecanismo de 
transmissão, verificámos que este pode ser possível, principalmente associado as 
características presentes nos túbulos de Malpighi. Na eventualidade da transmissão horizontal 
por ingestão, é possível prever baseado nos nossos dados (e como era de se esperar) que tal 
aconteça em baixa frequência em populações naturais. Assim, mesmo que a infecção por 
transmissão horizontal seja descrita ao longo da evolução pelas análises filogenéticas, é 
extremamente difícil prever a sua frequência de ocorrência na natureza. 
 Outra importante questão aqui abordada e amplamente desconhecida é como as 
bactérias facultativas, ao mudarem de hospedeiro, conseguem sobreviver a resposta imunitária 
do organismo. Assim, a relação de Wolbachia com Drosophila se apresenta não apenas como 
uma excelente endossimbiose-modelo para estudos de interacções fisiológicas, genómicas e 
evolutivas, mas também para os estudos de infecção e resposta imunitária. 
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